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PROCEDE D'OBTENTION DE PLANTES 
RECOMBIMAMTES DU GENRE CICHORIUM, ET 
PLANTES OBTENUES PAR LE PROCEDE 

La presente invention se rapporte a un procede d'obtention de 
plantes recombinantes du genre Cichorium aptes a la culture par 
forcage, et possedant un phenotype determine par I'expression d'une 
combinaison de caracteres phenotypiques derives de Cichorium intybus 
L et de Cichorium endivia L, respectivement. 

Les plantes de I'espece Cichorium intybus L aptes a la culture par 
forcage, aussi designees endives, sont repandues dans toute I'Europe et 
les regions temperees d'Asie. II s'agit d'une plante tres rameuse, a 
rameaux raides et ecartes les uns des autres. Les feuilles inferieures 
sont ordinairement divisees, a lobes ou segments disposes des deux 
15 cdtes, ecartees ou souvent renversees, avec un lobe terminal ; les 
feuilles situees plus haut sont entieres, embrassant la tige par leur base, 
et les feuilles superieures sont reduites a des bractees relativement tres 
petites. Les cellules parenchymateuses des racines elaborent des 
holosides (amidon, inuline, etc.) a partir de substances provenant des 
20 organes verts ou elles ont ete synthetisees. Au cours de la phase de 
croissance, les racines se renflent constamment par suite d'une 
hyperplasia de leurs parenchymes, a I'interieur desquels s'accumulent 
des holosides, afin de former des racines tuberisees. 

L'aptitude de I'espece Cichorium intybus L, et plus specifiquement 
de certaines varietes de cette espece, telle que les varietes de type 
Witloof, a produire des racines tuberisees rend ces plantes aptes a etre 
cultivees dans I'obscurite par « forgage ». La culture, pour un forcage de 
21 jours, consiste a faire crottre les endives dans des bacs contenant 
une solution nutritive amenee a une temperature d'environ 18°C a 21°C 
30 avec simultanement une temperature de l air de 1 °C a 3°C inferieure a la 
temperature de la solution nutritive. Les endives sont cultivees par 
forcage dans I'obscurite afin de provoquer un etiolement des feuilles 
dans le but de produire des plantes matures essentiellement blanches 
dont seul le bord exterieur des feuilles possede une legere coloration 
35 jaune. 
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Les producteurs d'endives sont a la recherche de nouveaux 
produits pour diversifier leur offre et leur permettre de presenter une 
gamme variee d'endives aux consommateurs finals. 

La production d'endives par forgage est realisee classiquement a 
5 grande echelle dans des salles ou sont empiles des bacs dans lesquels 
sont placees les racines d'endives qui baignent dans une solution 
nutritive, dans des conditions d'obscurite, des conditions de temperature 
de la solution et de I'atmosphere, et des conditions d'hygrometrie 
controlees de maniere precise. Ainsi, la culture de I'endive par forgage 
10 necessite des investissements financiers lourds en moyens materiels et 
humains afin de realiser les differentes etapes respectives de semis, de 
recolte des racines et de leur forgage en salle de culture, afin de prod'uire 
des endives a grande echelle. 

La culture des endives par forgage est destinee a produire les 
15 chicons qui seront commercialisms. Les chicons sont essentiellement 
constitues de feuilles etiolees a I'obscurite, issues du collet de la racine. 
Les cycles de forgage suivent des conditions de culture, des cycles et 
des calendriers tres precis et planifies afin d'optimiser les coQts de 
production. 

Pour pouvoir mettre a la disposition du public une gamme nouvelle 
et variee de plantes derivees de I'endive, qui puisse etre commercialisee 
a. des coOts raisonnables, il est necessaire que les plantes nouvelles 
soient adaptees aux conditions de production qui sont 
conventionnellement utilisees pour I'endive. En effet, de nouveaux 
investissements industriels, qui devraient etre specifiquement adaptes a 
la production de nouvelles plantes du genre Cichorium ne seraient pas 
economiquement compatibles avec le marche. Toute nouvelle variete 
destinee a etre produite par forgage doit en consequence pouvoir 
s'integrer dans le systeme de production deja mis au point pour I'endive. 
30 A la connaissance du demandeur, il n'a jamais ete decrit dans 

I'etat de la technique de procede de recombinaison entre Cichorium 
Intybus L a racines tuberisees et Cichorium endivia L ayant abouti a la 
production de plantes utilisables commercialement et possedant une 
combinaison de caracteres phenotypiques exprimes a partir des 
35 caracteres genetiques de chacune des lignees parentales initiates. 
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Des hybrides inter-specifiques de generation F1 entre Cichorium 
intybus L et Cichorium endivia L ont deja ete decrits dans I'etat de la 
technique. On peut citer en particulier I'hybridation realisee en 1953 par 
Charles RICK (1953, Proceedings of the American Society for 
Horticultural Science, vol.61 : 459-466), qui a decrit des evenements 
d'hybridation en champ entre ces deux especes. RICK decrit aussi 
I'obtention de plantes de generation F2 produites par autofecondation 
des plantes de generation F1 en champ. RICK observe une tres grande 
variable des caracteres phenotypiques exprimes par les plantes de 
generation F2, notamment en ce qui concerne leur vigueur. Cet auteur 
en conclut que les nombreuses combinaisons de genes provenant 
respectivement de la chicoree et de I'endive ne sent pas 
« harmonieuses » car elles reduisent de maniere considerable le niveau 
de fertilite et de vigueur. Selon RICK, il existe une barriere genetique 
quasi-infranchissable entre la Cichorium intybus L et Cichorium endivia, 
bien qu'un echange de genes entre les deux especes ait pu etre 
exceptionnellement observe (voir page 464 de Rick, 1953). RICK 
observe aussi que les differences entre les deux genomes 
respectivement de Cichorium intybus L et de Cichorium endivia L sont 
suffisantes pour provoquer des meioses imparfaites et des sterilites dans 
les descendances par autofecondation. 

Les plantes hybrides de generation F1 du type « Castel Franco » 
ont longtemps ete considerees comme le seul exemple d'echange de 
genes entre ces deux especes, par hybridation accidentelle, au 16 6me 
siecle en Italie (Annemieke M Kiers : Endive, Chicory and their wild 
relatives. Gorteria Supplement 5, Juillet 2000). Les etudes moleculaires 
recentes (Kiers, 2000), montrent que les deux especes ne sont pas 
apparentees et que le type Castel Franco se rattache a Cichorium 
intybus L. 

On a aussi decrit dans I'etat de la technique un hybride de 
generation F1 entre Cichorium intybus L et Cichorium endivia L, qui a 
ensuite ete propage exclusivement in vitro par clonage, notamment aux 
fins d'etudes d'embryogenese (Blervaq AS. et al., 1995, Protoplasma, 
vol.186 :163-168). On a aussi montre que des plantes hybrides de 
generation F1 entre Cichorium intybus L et Cichorium endivia L 
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presentaient un caractere phenotypique de resistance au virus de la 
mosaTque du navet (TuMV), vraisemblablement du fait de la dominance 
de genes de resistance au TuMV provenant de Cichorium intybus L 
(Providenti et al. , 1979, J. Amer. Soc. Hort. Sci., vol.104 (6): 726-728). 

II resulte de I'analyse qui precede qu'a la connaissance du 
demandeur, aucune chicoree a forcer issue de la recombinaison 
genetique entre Cichorium intybus L et Cichorium endivia L n'a ete 
decrite a ce jour. II existait meme un prejuge technique de I'homme du 
metier a I'encontre de I'obtention avec succes de plantes recombinantes 
entre ces deux especes, et plus particulierement des plantes 
recombinantes susceptibles de constituer des produits intermediates en 
vue de la selection de varietes recombinantes a racines tuberisees, 
aptes a la culture par forcage et possedant des caracteristiques 
techniques de vigueur et de fertility permettant leur exploitation 
15 industrielle comme plantes legumieres. 

il n'a pas ete decrit, jusqu'a aujourd'hui, un precede d'obtention de 
plantes recombinantes du genre Cichorium issues d'un croisement initial 
entre ces deux especes, et dont I'ordre et la nature des etapes du 
procede auraient permis d'atteindre un tel objectif. 
20 Un tel Precede d'obtention de plantes recombinantes entre 

Cichorium intybus L et Cichorium endivia L a racines tuberisees, et aptes 
a la culture par forcage, est desormais fourni selon I'invention. 

Plus precisement, le demandeur s'est attache a mettre au point un 
procede d'obtention de telles plantes recombinantes du genre Cichorium, 
25 qui comprend a la fois des etapes de croisement et de culture en champ 
ainsi que des etapes de culture et de clonage in vitro. En particulier, les 
etapes de culture et de clonage in vitro, essentielles pour la realisation 
du procede de I'invention, permettent de surmonter les nombreuses 
difficultes techniques rencontrees du fait d'une infection massive des 
30 plantes recombinantes des premieres generations par divers pathogenes 
bacteriens et fongiques. 

L'invention a done pour objet un procede d'obtention d'une plante 
recombinante du genre Cichorium possedant des racines tuberisees, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 
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a) realisation d'un croisement entre une serie de plantes femelles 
d'une variete de I'espece Cichorium intybus L possedant des racines 
tuberisees et d'une serie de plantes males d'une variete de I'espece 
Cichorium endivia L et obtention d'une population de plantes hybrides de 
generation F1 issues dudit croisement, 

b) realisation d'une autofecondation des plantes hybrides de 
generation F1 obtenues a I'etape a) et obtention de plantes 
recombinantes de generation F2 issues dudit croisement ; 

c) selection des plantes recombinantes de generation F2 dont les 
bourgeons ou les racines ne possedent pas d'alterations visibles dues a 
une infection virale, bacterienne ou fongique, notamment par Erwinia 
carotovora, par Sclerotinia Sclerotiorum , ou encore par Phytophtora 
cryptogea ; 

d) Forcage des plantes recombinantes de generation F2 
15 selectionnees a I'etape c) pendant une duree de 10 a 18 jours dans les 

conditions suivantes de forcage : 

- temperature de la solution nutritive : 15°C a 17°C ; 

- temperature de l'atmosph6re : 15°C a 17°C ; 

e) cionage des plantes F2 obtenues a la fin de I'etape d) et 
20 obtention de bourgeons regen§res ; 

f) repiquage des bourgeons regeneres sur un milieu de culture 
approprie jusqu'a I'obtention de plantules recombinantes. 

A I'etape a) du precede, on realise un croisement « manuel » 
entre une serie de plantes femelles d'une variete de I'espece Cichorium 
intybus L possedant des racines tuberisees et aptes au forcage et une 
serie de plantes males d'une variete de I'espece Cichorium endivia L. 

Toute variete de I'espece Cichorium intybus L peut etre utilisee a 
I'etape a) du procede. 

Notamment, I'homme du metier peut avantageusement avoir 
recours a la variete de Cichorium intybus L designee « VIDENA », qui est 
apte au forcage hydroponique. La variete VIDENA est accessible au 
public aupres de la Collection Nationale du Groupe d'Etudes et de 
controle des Varietes Et des Semences (GEVES, Domaine de la 
Boisseliere, 49250, Brion, France), sous la reference « Ref 500 » et le 
35 numero d'accds N° 925. 
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A I'etape a) du precede, toute variete de Cichorium endivia L peut 
etre utilisee . Toutefois, I'homme du metier aura avantageusement 
recours a la lignee « Grosse Pommant Seule », qui est accessible au 
public aupres de la Collection Nationale du GEVES ( Brion, France) sous 
5 la reference « Ref 13746 » et le numero d'acces N° 693. 

A la fin de I'etape a), on obtient une serie de plantes hybrides de 
generation F1 issue du croisement inter-specifique decrit ci-dessus. 

A I'etape b) du precede, on realise un croisement par auto- 
fecondation des plantes hybrides de generation F1 obtenue a I'etape a). 
10 L'auto-fecondation est avantageusement realisee de maniere 

conventionnelle, dans une enceinte fermee et en presence d'insectes, 
par exemple des mouches, I'autofecondation etant alors effectuee par le 
transport, par lesdits insectes, des gametes males preleves sur les fleurs 
des plantes hybrides de generation F1 jusqu'aux organes reproducteurs 
15 femelles des plantes hybrides de generation F1 voisines, avec lesquels 
les gametes males sont mis en contact. L'homme du metier peut 
avantageusement avoir recours a la technique classique 
d'autofecondation decrite par Hayes et al. (Methods of plant breeding, 
Mc Grow-Hill Book Company, 1955, Chapitre 5, pp 80-93) pour I'oignon', 
20 cette technique etant directement applicable a I'autofecondation de 
plantes du genre Cichorium. 

On obtient des semences F2 issues de I'autofecondation des 
plantes hybrides de generation F1 . 

A la fin de I'etape b) du precede, on obtient des plantes 
25 recombinantes de generation F2, a partir des semences F2 ci-dessus. 

A la fin de I'etape b), le demandeur a observe que, tres 
rapidement, de nombreuses plantes recombinantes de generation F2 
etaient deficientes et sont mortes. De nombreuses autres plantes de 
generation F2 se sont revelees extremement sensibles a divers 
30 pathogenes bacteriens ou fongiques, notamment vis-a-vis des bacteries 
Erwinia carotovora et les champignons Scterotinia sclerotiorum et 
Phytophthora cryptogea. 

En effet, I'arrachage des racines des plantes de generation F2 
obtenues a la fin de I'etape b) du precede a montre que les racines de 
35 Cichorium endivia L ainsi que le materiel issu du croisement 
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interspecifique etait beaucoup plus sensible aux Sclerotinia sclerotiorum 
que les racines de Cichorium intybus L. Les racines de Cichorium intybus 
L etaient elles-memes contaminees par les plantes voisines malades. 

En consequence, I'etape c) du procede a consiste en une 
5 selection des plantes recombinantes de generation F2 obtenues a la fin 
de I'etape b) pour lesquelles les bourgeons ou les racines ne 
possedaient pas d'alteration visible a I'ceil due a une infection virale, 
bacterienne ou fongique, notamment par Erwinia carotovora, par 
Sclerotinia sclerotiorum ou encore par Phytophthora cryptogea. 

10 A I'etape d), les racines des plantes recombinantes de generation 

F2 selectionnees a I'etape c) ont ete cultivees par forcage dans des 
conditions non conventionnelles qui ont ete specifiquement adaptees afin 
d'obtenir, a la fin de I'etape d) de forcage, des plantules recombinantes 
de generation F2 sensiblement exemptes d'une infection bacterienne ou 

15 fongique . 

Les conditions specifiques de I'etape d) de forcage consistent en 
une combinaison de caracteristiques techniques de duree et de 
temperature. 

Dans les conditions de temperatures prescrites, le demandeur a 
20 observe que I'etape d) de forcage pouvait etre realisee pendant une 
duree allant de 10 a 18 jours de forcage, une telle duree permettant a la 
fois I'obtention de plantules suffisamment developpees pour etre donees 
a I'etape suivante e) tout en restant sensiblement exemptes d'alterations 
visibles a I'oeil provoquees par des infections par des pathogenes, 
25 surtout des bacteries ou des champignons. Les meilleurs resultats sont 
obtenus lorsque la duree de I'etape d) de forcage est comprise entre 1 1 
et 17 jours, des resultats encore plus avantageux etant obtenus avec une 
duree de forage variant de 12 a 16 jours. Pour I'obtention de conditions 
optimales de croissance des plantules recombinantes sans alteration 
30 notable due a une infection bacterienne ou fongique, la duree de I'etape 
de forcage est de preference comprise entre 13 et 15 jours et est de 
maniere tout a fait preferee de 14 jours, au lieu d'un cycle classique de 
forcage de 21 jours. 

L'etape de forcage d) est realisee avec une solution nutritive de 
35 forcage conventionnelle qui est maintenue a une temperature allant de 
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15"C a 17°C, de preference allant de 15,5°C a 16,5°C, la temperature 
optimale etant de 16'C. au lieu des temperatures allant de 18°C a 21°C 
appllquees pour une culture par forcage conventionnelle. Simultanement 
la temperature de ('atmosphere, c'est-a-dire de I'air ambiant est 
identique a celle a laquelle est maintenue la solution nutritive, c'est-a-dire 
allant de 15°C a 17°C, avantageusement de 15,5°C a 16,5°C et est de 
maniere tout a fait preferee de 16°C. 

La duree courte et les temperatures particulierement basses 
util.sees pour I'etape d) de forcage ont permis, de maniere surprenante 
l'obtent.on de plantules ayant des caracteristiques de quallte sanitaire 
suffisantes pour que ces plantules soient subsequemment donees in 

vitro. 



Les autres conditions de I'etape d) de forcage, notamment la 
composition de la solution nutritive, sont conventionnelles. Elles sont 
decntes notamment par Leteinturier et al. (L'endive-Guide Pratique 
edition du CTIFL, Septembre 1991, pages 71. 

De preference, selon le precede de I'invention, apres selection des 
plantes hybrides de generation F2 a I'etape c), I'etape d) de forcage est 
precedee d'une etape d) au cours de laquelle les racines selectionnees 
a I'etape c) ont ete traitees par trempage dans une solution desinfectante 
contenant une combinaison d'agents antl-bacteriens et anti-fongiques 
Avantageusement, I'homme du metier a recours a la procymidone 
(Sumisclex liquide, commercialism par la societe SOPRA), notamment a 
la concentration finale de 60 g/hL, pour inhiber la croissance de 
Sclerotmia, et au mancozebe (Dithane DG, commercialise par la societe 
ROHM & HAAS), notamment a la concentration de 400g/hl, pour inhiber 
la croissance de Phytophtora. 

A la suite de I'etape d) de forcage ci-dessus, les chicons juveniles 
ainsi obtenus sont avantageusement selectionnes avant I'etape suivante 
e) de clonage, sur des criteres d'expression de caracteres phenotypiques 
retrouves dans la population tres diverse et peu homogene de plantes 
recombinantes de generation F2. 

Ainsi, la population de plantules de generation F2 obtenue a la fin 
de I'etape d) de fonpage est tres heterogene. Cette population 
recombinante F2 comprend des plantules de caracteres phenotypiques 



WO 2004/095914 



PCT/FR2004/050172 



9 



tres varies, certaines plantules ayant des caracteres phenotypiques tels 
qu'elles sont plutot apparentees a la lignee parentale Cichorium intybus 
L, d'autres possedant des caracteres phenotypiques tels qu'elles sont 
plutdt apparentees a la lignee parentale Cichorium endivia L. 
5 Toutefois, I'ensemble des plantules recombinantes de generation 

F2 ayant subi I'etape d) de forgage apres selection ont toutes en 
commun de posseder des racines tuberisees, ce qui les rend aptes a une 
culture par forgage, ce qui est I'objectif poursuivi par I'invention. Le 
caractere recombinant de possession de racines tuberisees a ete 
10 apporte initialement par le genome du parent Cichorium intybus L. 
L'ensemble des plantules recombinantes retenues de generation F2 ont 
aussi toutes en commun de posseder des feuilles decoupees. Le 
caractere recombinant de possession de feuilles dScoupees a ete 
apporte initialement par le genome du parent Cichorium endivia L. Cette 
15 combinaison de caracteres phenotypiques que possedent toutes les 
plantes recombinantes retenues de generation F2 qui ont 6te obtenues 
selon le procede de I'invention permettent de definir, de maniere 
generate, les plantes recombinantes obtenues a la fin de I'etape f) du 
procede, aussi bien que les plantes recombinantes susceptibles d'etre 
20 obtenues a la suite d'etapes additionnelles du procSde, comme les 
etapes g) a j) qui sont decrites plus loin dans la presente description. 

Les plantes de generation F2 obtenues des la fin de I'etape b) du 
procede selon I'invention consistent en des plantes recombinantes, c'est 
a dire en des plantes, lesquelles, apres de multiples evenements de 
25 recombinaison entre I'ADN provenant de Cichorium intybus L. et I'ADN 
provenant de Cichorium endivia L., possedent un genome recombine de 
meme ploTdie que la ploTdie de chacune des deux plantes parentes. Le 
genome recombine des plantes de generation F2 selon I'invention 
exprime ainsi des combinaisons de caracteres phenotypiques, certains 
30 caracteres phenotypiques etant retrouves initialement chez Cichorium 
intybus L, et certains caracteres phenotypiques etant retrouves 
initialement chez Cichorium endivia L. 

Ainsi, selon le procede, I'etape de forgage d) est suivie d'une 
etape d1) au cours de laquelle les chicons juveniles obtenus sont 
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selections avant I'etape e) de clonage, selon les trois classes de 
phenotypes suivants : 

(i) PPI : tres nombreuses feuilles etroites sur un collet de racine en 
plateau ; 

(ii) GPI : typologie proche de I'endive, mais avec une feuille etroite 
et decoupee. 

(iii) TFR et SCA : feuilles ramifiees tres dentees. 

Les plantes recombinantes de generation F2 selon la classe de 
phenotype (iii) ci-dessus possedent toutes des axes secondares a I'axe 
principal de la feuille, comme cela est illustre dans le schema general de 
la figure 1 , ce qui est une caracteristique qui n'est jamais observee chez 
les Cchorium intybus L. Chez certains genotypes d'endive, telles que les 
endives de genotype « Barbe de Capucin », on peut observer que le 
bord du limbe peut porter des decoupures de faible profondeur c'est a 
dire dont le rapport entre (i) la profondeur de la decoupure et (ii) la 
longueur entre la pointe de la decoupure et I'axe de la feuille ne depasse 
pas 0,25 (voir figure 1), alors que ce rapport est considerablement plus 
eleve dans les plantes recombinantes de generation F2 selon ('invention 
De plus, chez ces genotypes d'endive telle que la Barbe de Capucin, les 
decoupures ne sont presentes que dans le tiers superieur de la feuille. 

Les trois classes de plantes recombinantes de generation F2 
obtenues de maniere reproductible a Tissue de I'etape d) du precede 
selon ('invention sont decrites plus en details ci-dessous, en reference a 
la mesure de plusieurs caracteres phenotypiques qui permettent de les 
definir, qui sont representees sur la figure 1, et qui sont respectivement 
les caracteres suivants : 

- Axe principal (1) et axes secondaires de la feuille (2) ; 

- Largeur de la base de la feuille (3) ; 
30 - Hauteur de la feuille (4) ; 

- Profondeur de la decoupure (5) et longueur entre la pointe de la 
decoupure a I'axe de la feuille (6) ; 

- Presence d'une dentelure secondaire (7). 

35 -Description de la classe de plantes recombinantes PPI • 



20 
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- Pus de 100 feuilles par racine a I'issu du forgage (caractere 
recombinant provenant de C endivia L. ), contre 20 a 35 au maximum 
chez une endive classique ; 

- Pas d'axe secondaire ; 

5 - Base de chaque feuille tres etroite : 

rapport largeur de la base de la feuille / hauteur de la feuille allant 
de 0,06 a 0,10 contre 0,25 au minimum pour une endive classique ; 

- Decoupures profondes du limbe : 

rapport profondeur de la d6coupure / longueur de la pointe de la 
10 decoupure a I'axe de la feuille allant de 0,60 a 0,85, contre un 

rapport allant de 0 a 0,25 pour certains genotypes de C intybus L. ; 

- Le bord des decoupures comporte ou non des dentelures 
secondaires ; 

- La coloration des nervures est blanche ou rouge ; 
15 - La coloration du limbe est jaune ou rouge ; 

Description de la c lasse de olantes recombinantes GPI : 

- De 20 a 35 feuilles obtenues par racine a I'issu du forgage, comme 
pour une endive classique ; 

20 - Pas d'axe secondaire ; 

- Decoupures profondes du limbe jusqu'a la base de la feuille : 

rapport profondeur de la decoupure / longueur de la pointe de la 
decoupure a I'axe de la feuille allant de 0,60 £ 0,85, contre un 
rapport allant de 0 a 0,25 pour certains genotypes de C intybus L. ; 
25 - Le bord des decoupures comporte ou non des dentelures 
secondaires ; 

- La coloration des nervures est blanche ou rouge ; 

- La coloration du limbe est jaune ou rouge ; 

30 Description de la cla sse de olantes recombinantes TFR et SCA: 

Description de la classe oroduit TFR : 

- De 20 a 35 feuilles obtenues par racine a I'issu du forgage, comme 
une endive classique ; 

- 2 a 5 axes secondaires a I'axe principal naissant dans la moitie 
35 basale de la feuille ; 
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- Decoupures profondes du limbe : 

rapport profondeur de la decoupure / longueur de la pointe de la 
decoupure a I'axe de la feuille allant de 0,60 a 0,85 ; 

- Le bord des decoupures comporte ou non des dentelures 
5 secondaires ; 

- La coloration des nervures est blanche ou rouge ; 

- La coloration du limbe est jaune ou rouge ; 

Description de classe produit SCA : 

10 La definition est proche de celle des plantes recombinantes de la classe 
TFR. 

Les decoupures sont peu profondes et les dentelures quasi-inexistantes . 
Comme pour les TFR , la caracteristique majeure est la presence I'axes 
secondaires ( caracteristiques uniquement trouvees chez certaines C 
15 endivia L. et jamais chez C intybus L.) 

La population de plantes recombinantes F2, ainsi que les sous- 
populations de plantes recombinantes F2 selectionnees selon les trois 
classes de phenotypes (i) a (Hi) ci-dessus ne sont pas homogenes dans 

20 I'expression d'autres caracteres phenotypiques que ceux qui ont ete 
indiques ci-dessus. Par exemple, les sous-populations de plantes 
recombinantes F2 (i) a (iii) comprennent elles-memes une grande 
diversite phenotypique entre elles, etant entendu qu'elles possedent 
neanmoins en commun les caracteres phenotypiques sur la base 

25 desquels elles ont ete categorisees dans la meme classe. 

De plus, le demandeur a pu observer que I'expression des 
caracteres phenotypiques, autres que ceux sur la base desquels avaient 
ete selectionnees les differentes plantes F2, n'etait pas stable au cours 
des generations successives, c'est-a-dire au cours des cycles successifs 

30 de reproduction, y compris par auto-fecondation des sous-populations (i) 
a (iii) definies ci-dessus. 

A I'etape e) du precede, la population de plantes recombinantes 
de generation F2, ou encore les sous-populations de classes de 
phenotypes (i) a (iii) definies ci-dessus, sont donees en vue de 
35 I'obtention de bourgeons regeneres. 
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La selection phenotypique et le clonage des plantes 
recombinantes F2 apres forcage, et eventuellement selection 
phenotypique, sont realises de maniere conventionnelle, par exemple sur 
un milieu de culture adapte pour la regeneration de bourgeons, tel que le 
milieu « ER » a partir de fragments de nervures de feuilles prelevees sur 
les chicons juveniles obtenus a la fin de I'etape d) de forcage, 
eventuellement sur les plantes F2 prealablement selectionnees dans les 
classes phenotypiques (i) a (iii), par exemple selon la technique decrite 
par Margara (Margara J, 1989, Bases de la multiplication vegetative, 
INRA ed.). De preference, les fragments de nervures de feuilles sont 
desinfectes a ('hypochlorite de calcium prealablement a leur culture en 
vue de la regeneration de bourgeons sur le milieu de culture approprie. 

L'etape de clonage des plantes recombinantes F2, eventuellement 
apres leur selection dans les classes phenotypiques (i) a (iii) ci-dessus, 
rend possible le controle prophylactique d'une eventuelle infection des 
plantules issues du forcage par des pathogenes bacteriens ou fongiques. 
En effet, le demandeur a pu observer que les chicons juveniles obtenus 
a la fin de I'etape d) du forcage etaient substantiellement sujets a une 
infection par Sclerotinia sclerotinorum, meme lorsque I'etape de forcage 
20 etait precedee d'un traitement des racines par une solution nutritive 
contenant une combinaison d'agents antibacteriens ou antifongiques, 
comme cela est decrit ci-dessus. 

L'etape e) de clonage, plus particulierement lorsqu'elle comprend 
une disinfection des fragments de nervures de feuilles prealablement a 
25 la mise en culture sur le milieu de culture approprie en vue de la 
regeneration des bourgeons, permet une amelioration considerable de 
I'etat sanitaire du materiel vegetal clone. 

L'etape e) de clonage est suivie d'une etape f) de repiquage des 
bourgeons ainsi regeneres sur un milieu de culture approprie, dans des 
30 conditions conventionnelles de repiquage de bourgeons, jusqu'a 
I'obtention de plantules hybrides de generation F2, donees et repiquees. 
L'etape f) de repiquage est en soi classique et peut etre realisee par 
I'homme du metier selon toute technique connue en soi, par exemple sur 
le milieu specifique « M4 » (Murashige T et Skoog F, 1962, Physiol. 
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Plant., Vol. 15 : 473-497) enrichi en AIA a la concentration finale de 0,2 
mg/l. 

Par exemple, I'homme du metier peut avantageusement avoir 
recours a la technique de repiquage decrite dans les exemples de la 
5 presente description. 

Les plantules recombinantes F2 donees et repiquees obtenues a 
la fin de I'etape f) peuvent ensuite etre acclimatees, comme decrit dans 
les exemples, puis enracinees et plac6es en serre ou en champ. 

Les plantes recombinantes F2 donees et repiqu6es qui 
10 constituent le produit final de I'etape f) du procede de I'invention, y 
compris les sous-populations de plantes recombinantes F2 donees et 
repiquees prealablement selectionnees selon leurs caracteres 
phenotypiques dans les classes de phenotypes (i) a (iii), forment 
respectivement une population, ou trois sous-populations, tres 
15 heterogene(s) du point de vue de I'expression de leurs caracteres 
phenotypiques. Par exemple, selon une illustration concrete de la mise 
en ceuvre du procede selon I'invention speciftee dans les exemples, les 
plantes recombinantes F2 donees et repiquees produits finals de I'etape 
f) du procede se composent comme suit : 

20 

- dix plantes recombinantes F2 de la sous-classe (i) PPI ayant en 
commun de tres nombreuses feuilles etroites sur un collet de racines en 
plateau mais qui different entre elles par de nombreux autres caracteres 
phenotypiques ; 

25 " hu K plantes recombinantes F2 de sous-classe phenotypique (ii) 

GPI poss6dant en commun une typologie proche de I'endive avec une 
feuille etroite et decoupee mais qui different entre elles par de nombreux 
autres caracteres phenotypiques. 

- quatre plantes recombinantes F2 appartenant a la sous-classe 
30 phenotypique (iii) SCA possedant en commun des feuilles ramifiees mais 

qui different entre elles par de nombreux autres caracteres 
phenotypiques ; 

- trois plantes recombinantes F2 de la sous-classe phenotypique 
(iii) TFR possedant en commun des feuilles ramifiees tres dentees mais 

35 qui different entre elles par de nombreux autres caracteres 
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phenotypiques ; et En outre, le demandeur a observe que, sur les 25 
plantes recombinantes F2 obtenues a la fin de I'etape f) du procede 
selon I'invention, seules 19 d'entre elles ont produit des semences apres 
autofecondation, ce qui signifie que six plantes recombinantes F2 sur les 
5 dix neuf obtenues a la fin de I'etape f) du procede sont fortement auto- 
incompatibles. 

Le procede d'obtention d'une plante hybride du genre Cichorium 
selon I'invention est caracterise en-ce qu'il peut comprendre en outre les 
etapes additionnelles suivantes : 

10 g) culture en pleine terre des plantules recombinantes obtenues a 

la fin de I'etape f) ; 

h) autofecondation des plantes recombinantes F2 obtenues a la 
fin de I'etape g) et obtention de plantes recombinantes de generation F3 
par culture en pleine terre. 

15 Les populations de plantes recombinantes F3 sont caracterisees 

du point de vue phenotypique leur aptitude commune a tuberiser, c'est a 
dire a developper des racines adaptees a une culture par forgage. 

Avantageusement, les plantes recombinantes de generation F3 
obtenues a I'etape h) ci-dessus sont soumises a une etape (i) de 

20 forcage, si possible dans des conditions de forgage identiques a celles 
mises en ceuvre pour I'etape d) du procede, a savoir une duree de 
I'etape i) de forgage de dix a dix huit jours avec une temperature de la 
solution nutritive allant de 15°C a 17°C et une temperature de 
I'atmosphere allant de 15°C a 17°C, les temperatures de la solution 

25 nutritive et de I'atmosphere etant de preference identiques. 

Avantageusement, I'etape i) de forgage ci-dessus est suivie d'une 
etape j) de clonage des chicons juveniles recombinants de generation 
F3, ladite etape de clonage pouvant etre realisee indifferemment a partir 
des fragments de nervures de feuilles ou a partir des bourgeons 

30 terminaux des plantules de generation F3 issus de la culture par forgage. 

Selon une premiere alternative avantageuse, I'etape j) de clonage 

consiste en une etape de clonage des fragments de nervures de feuilles 

des plantules obtenues a la fin de I'etape (i) de forgage, qui est suivie 

d'une etape de regeneration des plantules recombinantes de generation 
35 F4 
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Selon une seconde alternative avantageuse, I'etape j) de clonage 
consiste en une etape de clonage des bourgeons terminaux des 
plantules obtenues a la fin de I'etape (i) de forcage et regeneration de 
plantules recombinantes de generation F4. 
5 Comme pour les etapes d) et e) du precede, les etapes i) et j) ci- 

dessus rendent possibles un controle de I'etat sanitaire du materiel 
vegetal : la combinaison de caracteristiques techniques de duree et de 
temperature de I'etape de forcage ainsi que la possibility de « steriliser » 
le materiel vegetal utilise pour le clonage, par exemple par de 

10 I'hypochlorite de calcium, par exemple a la concentration finale de 2,5% 
en poids, ont pour effet de limiter , voire de bloquer complement , 
d'eventuelles infections dudit materiel vegetal recombinant par des 
bacteries ou des champignons. 

De preference, selon le premier mode de realisation de I'etape j) 

15 de clonage ci-dessus, la generation de plantules recombinantes de 
generation F4 est realisee en cultivant les fragments de nervures des 
feuilles de plantules sur un milieu specifique « NF », comme decrit dans 
les exemples. 

De preference, selon le mode de realisation de l'6tape j) de 
20 clonage ci-dessus, la regeneration des plantules recombinantes de 
generation F4, a I'etape k) du procede, est realisee par culture des 
bourgeons terminaux sur un milieu specifique M4, comme decrit dans les 
exemples. 

Bien que conservant une grande diversite phenotypique, les 
25 plantes recombinantes de generation F4 obtenues a la fin de I'etape j) ci- 
dessus presentent une excellente qualite sanitaire. Elles sont en 
particulier exemptes d'une infection par Sclerotinia sclerotiorum, 
Phytophthora ou par Erwinia carotovora. 

Les differentes sous-classes phenotypiques (i) a (iv) definies dans 
30 la presente description sont retrouvees dans chacune des sous-classes 
phenotypiques des plantes recombinantes de generation F4. 

On a montre selon I'invention que les plantes recombinantes de 
generation F4 pouvaient etre facilement cultivees par forcage dans des 
conditions de forcage identiques a celles utilisees classiquement pour 
35 Cichorium intybus L, de type Witloof. On a ainsi montre I'efficacite du 
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precede selon I'invention pour I'obtention de plantes recombinantes du 
genre Cichorium possedant des racines tuberisees et aptes a la culture 
par forcage pour obtenir un materiel vegetal produit final possedant des 
typologies vegetales originales non connues jusqu'a present, notamment 
5 du materiel vegetal produit final possedant les typologies vegetales 
suivantes : 

- chicons presentant des feuilles profondement decoupees ne 
ressemblant ni aux endives, ni aux chicorees frisees ; 

- des racines aussi tuberisees que celles de I'endive permettant 
10 ainsi de respecter des protocoles de production et de forcage utilises 

classiquement par les producteurs d'endives (Cichorium intybus L). 

De plus, il est envisageable de fixer les caracteres phenotypiques 
des plantes recombinantes de generation F4 obtenues selon le precede 
de I'invention par plusieurs cycles successifs de reproduction de chacune 

15 des plantes de generation F4 obtenues a Tissue du precede, par 
autofecondation conventionnelle, ceci en vue d'obtenir des lignees de 
plantes recombinantes capables d'exprimer de maniere stable une 
combinaison de caracteres qui resultent d'un genotype ou d'une 
combinaison de genotypes, lesdits caracteres etant exprimes de maniere 

20 homogene, afm de conferer a certaines plantes recombinantes derivees 
des plantes recombinantes de generation Fn (avec n representant un 
nombre entier au moins egal a 6 un caractere de variete vegetale stable 
et homogene. 

L'invention a egalement pour objet des plantes recombinantes 
25 obtenues par le precede defini ci-dessus dans la presente description, 
lesdites plantes recombinantes etant caracterisees en ce qu'elles sont 
issues d'un croisement initial entre une plante femelle d'une variete de 
I'espece Cichorium intybus L possedant les racines tuberisees et d'une 
plante male d'une variete de I'espece Cichorium endivia L et en ce 
30 qu'elles presentent I'une des quatre classes de phenotypes suivantes : 

(i) PPI : tres nombreuses feuilles etroites sur un collet de racine en 
plateau ; 

(ii) GPI : typologie proche de I'endive avec une feuille etroite et 
decoupee, ou 

35 (iii) TFR et SCA : feuilles ramifiees tres dentees ; 
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Les plantes recombinantes selon I'invention englobent 
notamment : 

1) les plantes recombinantes de generation F2 obtenues a la fin 
de Petape f) du procede ; 

2) Les plantes recombinantes de generation F3 obtenues a la fin 
de Petape h) du procede ; 

3) les plantes recombinantes de generation F3 obtenues a la fin 
de Petape i) 

4) les plantes recombinantes de generation F4 obtenues a la fin 
10 de Petape f) du procede. 

La presente invention est en outre illustree par les figures et les 
exemples suivants. 
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FIGURES 

La Figure 1 represente un schema theorique d'une feuille etiolee 
d'une plante recombinante du genre Cichorium selon I'invention. Ce 
schema theorique illustre les differents caracteres phenotypiques 
permettant de definir une plante recombinante de I'invention, ou Pun de 
ses sous-types. 

La figure 2 est un cliche photographique d'une plante 
recombinante de generation F4 possedant de tres nombreuses feuilles 
etroites sur un collet de racine en plateaux de la sous-classe 
phenotypique PPI. 

La figure 3 est un cliche photographique d'une plante 
recombinante de la generation F4 a feuilles ramifiees de la sous-classe 
phenotypique SCA. 

La figure 4 est un cliche photographique d'une plante 
recombinante de la generation F4 a feuilles ramifiees tres dentees 
representatives de la sous-classe phenotypique TFR. 

La figure 5 est un cliche photographique d'une plante 
recombinante de generation F4 d'une typologie proche de Pendive avec 
une feuille etroite et decoupee representative de la sous-classe 
phenotypique GPI. 

La figure 6 est un cliche photographique qui illustre la 
comparaison entre quatre plantes recombinantes du genre Cichorium du 
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type GPI de g§n§ration F4 selon Pinvention (placees verticalement, en 
haut de la figure), avec une plante du genre Cichorium intybus L, aussi 
appelee endive (placee horizontalement, en bas de la figure). 

La figure 7 est un cliche photographique qui montre le detail des 
5 decoupures des feuilles d'une plante recombinante du genre Cichorium 
de type GPI de generation F4 selon Pinvention. 

La figure 8 est un cliche photographique qui illustre une plante 
recombinante du genre Cichorium de type GPI de generation F4 selon 
Pinvention, apte a la culture parforgage. 

10 

EXEMPLES : 

EXEMPLE 1 : Obtention de plantes de generation F2 selon les 
etapes a) a fi du procede de rinvention, 
15 A, Materiels et Methodes 
A.1. Milieux de culture 

La composition qualitative et quantitative des milieux de culture 
« NF » et « M4 » utilises dans les exemples sont indiquSes dans les 
tableaux 1 et 2 ci-dessous, respectivement. 

20 
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Tableau 1 : Milieu « WF » 



NF (1 litre) 


Macroelements MS (x1 0) 


100 ml 


Microelements MS (x1000) 


1 ml 


Vitamines Gamborg (x1000)* 


1 ml 


NaFeEDTA (x100) 


10 ml 


Hydrolysat de caseine 


ig 


Saccharose 


40 g 


Inositol 


50 mg 


BAP (dissoudre dans NaOH 1N) 


0,2 mg 


pH = 5,6 


Agar 


10g 


"Vitamines Gamborg sans inositol 


Tableau 2 : Milieu « M4 


» 




M4 (1 litre) 


Macroelements MS (x10) 


100 ml 


Microelements MS (x1 000) 


1 ml 


Vitamines MS (x 1000)* 


1 ml 


NaFeEDTA (x 100) 


10 ml 






Saccharose 


30 g 


Inositol 


100 mg 


AIA (dissoudre dans alcool 95 


0.2 mg 


°pur) 


pH = 5,8 




Agar 


8g 



*Vitamines MS sans inositol 



A.2. Methode de clonaae i n vitro des plantules recombinant's, a 
10 partir des nervures de feuilles de chicon 
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1 ) Prelevement 

- Choisir des feuilles internes du chicon ; 

- Prelever la nervure des feuilles : 

- Placer les feuilles prelevees dans un pot de disinfection ; 

5 

1) Disinfection 

L'etape de disinfection est realisee avec une solution 
d'hypochlorite de calcium a la concentration finale de 2.5% + 
quelques gouttes de solution Tween® pendant 10 minutes. Puis 
10 on procede a trois etapes successives de rincage avec de I'eau 

sterile, sous une hotte a flux laminaire. 

2) Mise en culture - Regeneration 

- Placer les nervures sur un papier buvard sterile ; 

15 - Decouper des fragments de nervure d'une surface d'environ 1 

cm 2 ; 

- Mettre en culture sur milieu NF, dans un tube de verre 
approprii ;. 

- Placer les tubes en chambre de culture, dans les conditions de 
20 temperature et de luminosite suivantes : 

- Luminosite equivalente au jour pendant 16 heures, a la 
temperature de 25°C; 

- Conditions d'obscurite de la nuit pendant 16 heures, a la 
temperature de 20°C. 

25 

3) Enracinement 

Apres environ 3 semaines de culture sur milieu NF, lorsque les 
bourgeons regeneres se sont bien developpes, on individualise les 
bourgeons et on repique chaque plantule dans des tubes sur du 
30 milieu M4, pour obtenir leur enracinement. 

On place les tubes en chambre de culture , dans les conditions de 
temperature et de luminosite suivantes : 

- Luminosite equivalente au jour pendant 16 heures, a la 
temperature de 25°C; 
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- Conditions d'obscurite de la nuit pendant 16 heures, a la 
temperature de 20°C. 

4) Acclimatation 

Des que des racines apparaissent, on acclimate les plantules sur 
du terreau (en sac), dans des plaques alveotees de 4 cm de 
diametre et a 20°C a I'etouffee. 

♦ 

JL Procede d'obtention de Plantes recombinantes du genre 

Cichorium de generation F2 selon V Invention 

a) Croisement manuel en serre de la lignee de Cichorium intybus 
« 1089 » par la Iign6e de Cichorium endivia « Grosse pommant seule », 
pour obtenir J'hybride F1. 

Semis et elevage de 30 plantes F1 jusqu'au stade 3 feuilles, puis 
phase de 8 semaines de vernalisation a 5°C pour obtenir I'aptitude a la 
montee a graine. 

b) Montee a graine et autofecondation (en serre chauffee) en 
presence de mouches pour obtenir les semences F2. 

20 c) Semis au champ de 20000 semences F2. 

Puis arrachage des racines en 6liminant les plantes visiblement 
malades ou anormales (bourgeonnement adventif, eclatement de la 
racine...). 

Traitement des 10 000 racines conservees (60g/hl de 
25 Procymidone et 400 g/hl de Mancozebe). 

Stockage des racines en attente du forgage dans un refrigerateur 
a 0°C . 

d) Forgage court de 14 jours a 16°C. 

A Tissue de ce forgage, la quasi totalite du systeme etait 
30 contamin6. 

D'oCi I'impossibilite de recuperer les plantes viables sur leurs 
racines. 

e) Apres observations sur les parties feuillees, nous avons retenu 
25 plantes sur 4 typologies differentes : 

35 PPI : 10choix 
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SCA : 4 choix 
TFR : 3 choix 
GPI : 8 choix. 

Pour regenerer ces choix nous avons procede a la disinfection a 
5 ("hypochlorite de calcium de fragments de nervures etiolees (1 cm 2 ) et 
mise en culture in vitro sur milieu NF. Mise en culture de 24 fragments 
par choix. 

f) Trois semaines apres, apres avoir elimine les fragments 
infectes, nous avons repique les bourgeons regeneres sur milieu M4 
10 pour enracinement. 

Cette etape s'est suivie d'une phase d'acclimatation a I'etouffee a 

20°C. 




Les materiels et methodes sont, sauf indication contraire, ceux qui 
ont ete decrits a I'Exemple 1 . 



g) Apres 8 semaines de vernalisation a 5°C , la croissance des 
20 plantes s'est faite en serre chauffee. 

h) Les plantes ont fleuri pendant le mois d'avril individuellement 
sous un manchon de toile, pour y mettre les mouches et realiser les 
autofecondations. 

Au global, 19 choix ont donne des semences F3. Les autres 
25 plantes etaient incompatibles. 

Traitement et acclimatati on des nlantes recombinantes de 
generation F3 o btenues a Feta po h) 

30 || a ete procede au semis de ces descendances F3 au champ. 

1) A I'observation des plantes en croissance au champ, les 
typologies TFR se sont montrees tres deficientes (dessechement des 
feuilles...). Un choix SCA presentait des attaques de sclerotinia des le 
stade au champ. 
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II fallait de nouveau envisager un forcage bref, puisque les lots de 
racines se trouvaient porteurs d'inoculum. 
Arrachage des racines. 

Traitement des racines conservees (60g/hl de Procymidone et 400 
5 g/hl de Mancozebe). 

Stockage des racines en attente de forcage dans un frigo a 0°C. 

2) En decembre nous avons dQ une nouvelle fois forcer les 
racines en deux semaines a 16°C. 

3) Tres peu de plantes ont ete gard6es : 
10 PPI ; 1 choix 

GPI : 2 choix 

SCA : 3 choix. 

Pour regenerer ces choix nous avons procede a la disinfection a 
rhypochlorite de calcium de fragments de nervures etiolees (1 cm 2 ) et 
mise en culture in vitro sur milieu NF. 

Mise en culture de 24 fragments par choix. 

4) 3 semaines apres avoir elimine les fragments infectes, nous 
avons repique les bourgeons regeneres sur milieu M4 pour 
enracinement. 

Cette etape s'est suivie par la phase d'acclimatation. 

EXEMPLE 3 : Obtention de pjant es de generation F4 de l'im/Antr»n 
selon les etane s j) et i) du procede. 

Les materiels et methodes sont, sauf indication contraire, ceux qui 
ont ete decrits a I'Exemple 1 . 

a) Apres 8 semaines de vernalisation a 5°C, la croissance des 
plantes s'est faite en serre chauffee. 

Les plantes ont fleuri pendant le mois d'Avril 1997 individuellement 
sous un manchon de toile, pour y mettre les mouches et realiser les 
30 autofecondations. 

b) Puis semis au champ des generations F4. 
A ce stade F4, les plantes obtenues n'ont pas presents de 

deficiences au champ et le forcage des racines recoltees a pu 
s'envisager dans un schema classique de production de I'indice (3 
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semaines £ 19°C). La phase delicate des generations F2 et F3 etant 
passee. 

c) Pendant le forgage, les descendances retenues ont montre une 
bonne aptitude au forgage et des caracteristiques phenotypiques qui sont 
5 le point de depart d'une diversification des chicorees for<?ables. 
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REVINDICATIONS 

1. Precede d'obtention d'une plants recombinante du genre 
Cichorium possedant des racines tuberisees, caracterise en ce qu'il 
5 comprend les etapes suivantes: 

a) realisation d'un croisement entre une serie de plantes femelles 
d'une variete de I'espece Cichorium intybus L possedant des racines 
tuberisees et d'une serie de plantes males d'une variete de I'espece 
Cichorium endivia L et obtention d'une population de plantes hybrides de 

10 generation F1 issues dudit croisement, 

b) realisation d'une autofecondation des plantes hybrides de 
generation F1 obtenues a I'etape a) et obtention de plantes 
recombinantes de generation F2 issues dudit croisement ; 

1 c) selection des plantes recombinantes de generation F2 dont les 
15 bourgeons ou les racines ne possedent pas d'alterations visibles dues a 
une infection virale, bacterienne ou fongique, notamment par Erwinia 
carotovora, par Sclerotinia sclerotiorum, ou encore par Phytophtora 
cryptogea ; 

d) Forcage des plantes recombinantes de generation F2 
20 select/onnees a I'etape c) pendant une duree de 10 a 18 jours dans les 

conditions suivantes de forcage : 

- temperature de la solution nutritive : 15°C a 17°C ; 

- temperature de I'atmosphere : 15°C a 17°C ; 

e) clonage des plantes F2 obtenues a la fin de I'etape d) et 
25 obtention de bourgeons regeneres ; 

f) repiquage des bourgeons regeneres sur un milieu de culture 
approprie jusqu'a I'obtention de plantules recombinantes. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que I'etape 
30 d) de forcage est suivie d'une etape d1 ) au cours de laquelle les chicons 
juveniles obtenus sont selectionnes, avant I'etape e) de clonage, selon 
les trois classes de phenotype suivants : 

(i) PPI : tres nombreuses feuilles etroites sur un collet de racine en 
plateau ; 
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(ii) GPI : typologie proche de Tendive avec une feuille etroite et 
decoupee ; et 

(iii) TFR et SCA : feuilles ramifiees tres dentees. 

5 3. Proced6 selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en 

ce qu'il comprend les etapes additionnelles suivantes : 

g) culture en pleine terre des plantules recombinantes obtenues a 
la fin de Tetape f) ; 

h) autofecondation des plantes recombinantes F2 obtenues a 
10 Tetape g) et obtention de plantes recombinantes de generation F3 par 

culture en pleine terre. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que les 
plantes recombinantes de generation F3 obtenues a Tetape h) sont 
15 soumises a une etape i) de forgage pendant une duree de 10 a 18 jours, 
dans les conditions de forgage suivantes : 

- temperature de la solution nutritive : 15°C a 17°C ; 

- temperature de Tatmosphere : 15°C a 17°C. 

20 5- Procede selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il 

comprend en outre une etape j) de clonage des chicons juveniles 
recombinants obtenus a la fin de Tetape i) de forgage. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que Tetape 
25 j) de clonage consiste en un clonage des fragments de nervure des 

feuilles des plantules obtenues a la fin de Tetape i) de forgage et 
regeneration de plantules recombinantes de generation F4. 

7. Proced§ selon la revendication 5, caract6ris6 en ce que Tetape 
30 j) de clonage consiste en un clonage des bourgeons terminaux des 

plantules obtenues a la fin de Tetape i) de forgage et regeneration de 
plantules recombinantes de generation F4. 
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8. Plantes recombinantes obtenues par le procede selon Tune 
quelconque des revendications 1 & 7, caracterisees en ce qu'elles 
possedent (i) des racines tuberisees et (ii) des feuilles decoupees. 

5 9. Plantes recombinantes selon la revendication 8, caracterisees 

en ce qu'elles sont de la classe PPI et presentent les caracteristiques 
phenotypiques communes suivantes : 

- Pus de 100 feuilles par racine a I'issu du forgage ; 

- Pas d'axe secondaire ; 

10 - Base de chaque feu i lie tres etroite : 

rapport largeur de la base de la feuille / hauteur de la feuille allant 
de 0,06 a 0,10; 

- Decoupures profondes du limbe : 

rapport profondeur de la decoupure / longueur de la pointe de la 
15 decoupure a I'axe de la feuille allant de 0,60 a 0,85 ; 

- Le bord des decoupures comporte ou non des dentelures 
secondaires ; 

- La coloration des nervures est blanche ou rouge ; 

- La coloration du limbe est jaune ou rouge ; 

20 

10. Plantes recombinantes selon la revendication 8, caracterisees 
en ce qu'elles sont de la classe GPI et pr6sentent les caracteristiques 
phenotypiques communes suivantes : 

- De 20 a 35 feuilles obtenues par racine a I'issu du forgage ; 
25 - Pas d'axe secondaire ; 

- D6coupures profondes du limbe jusqu'a la base de la feuille : 

rapport profondeur de la decoupure / longueur de la pointe de la 
decoupure a I'axe de la feuille allant de 0,60 a 0,85 ; 

- Le bord des decoupures comporte ou non des dentelures 
30 secondaires ; 

- La coloration des nervures est blanche ou rouge ; 

- La coloration du limbe est jaune ou rouge ; 
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11. Plantes recombinantes selon la revendication 8, caracteris6es 
en ce qu'elles sont de la classe TFR ou SCA et presenters les 
caracteristiques phenotypiques communes suivantes : 

- De 20 a 35 feuilles obtenues par racine a Tissu du forgage ; 

5 - 2 a 5 axes secondaires a I'axe principal naissant dans la moitie 
basale de la feuille ; 

- D6coupures profondes du limbe : 

rapport profondeur de la decoupure / longueur de la pointe de la 
decoupure a I'axe de la feuille allant de 0,60 a 0,85 ; 
10 - Le bord des decoupures comporte ou non des dentelures 
secondaires ; 

- La coloration des nervures est blanche ou rouge ; 

- La coloration du limbe est jaune ou rouge ; 
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